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RESUMO

Em 1994, Kimura et al descreveram dois tipos histoloégicos dos
adenocarcinomas da ampola de Vater: o tipo intestinal e o tipo pancreatobiliar. A
classificacdo histopatoldgica dos tumores ampulares representa um desafio para os
patologistas e relaciona-se com o prognostico e com o tratamento dos pacientes. Este
estudo objetivou definir o fendtipo dos adenocarcinomas da ampola de Vater por meio
da expressao imuno-histoquimica de MUC1, MUC2, MUCS5AC, CDX2, CK7, CK20 ¢
EpCAM, e identificar fatores prognosticos desta doencga. Foram estudados 30 pacientes
com carcinomas ampulares submetidos a duodenopancreatectomia (R0) em uma
instituicdo. Obteve-se a classificagdo dos tumores em tipos intestinal e pancreatobiliar.
Avaliou-se a relagao dessa classificacdo com as variaveis clinicopatologicas e com a
sobrevida. Os dados foram analisados utilizando-se métodos univariados e
multivariados. O método multivariado de Cluster foi utilizado para determinar os
marcadores imuno-histoquimicos que melhor discriminaram os tipos histologicos. A
mediana das idades dos pacientes foi 62 anos. Nove (30%) tumores foram do tipo
intestinal e 21 (70%) do tipo pancreatobiliar. Os marcadores CDX2 (intestinal), e CK7
(pancreatobiliar) foram os que melhor discriminaram os tumores. Na andlise univariada,
houve associacdo significativa entre o tipo pancreatobiliar e acometimento linfonodal
(p=0,029), invasao angiolinfatica (p=0,002) e perineural (p=0,049). A unica variavel
independente associada ao tipo histologico, pancreatobiliar, foi a invasao angiolinfatica
(p=0,005, OR=17 [1C95% 2,33 a 123,83]). A sobrevida global aos 12, 24, 36 e 60 meses
foi de 87,8%, 75,2%, 69,9% e 65,3%. Na analise univariada da sobrevida, as variaveis
com impacto foram idade (p=0,012), acometimento linfonodal (p=0,002), grau de
invasao tumoral (p=0,013), estadiamento (p<0,001), invasdo angiolinfatica (p=0,010) e
perineural (p=0,004). O modelo final multivariado mostrou associa¢ao significativa
entre menor sobrevida e a presenca de acometimento linfonodal (HR = 9,03, p=0,009).
Em conclusao, os marcadores imuno-histoquimicos que melhor discriminaram os tipos
histologicos foram CDX2 (intestinal) e CK7 (pancreatobiliar). O acometimento

linfonodal teve grande impacto na sobrevida e foi mais frequente no tipo pancreatobiliar.

[Palavras-chave: ampola de Vater, adenocarcinoma periampular, imuno-histoquimica,

mucinas, citoqueratinas, duodenopancreatectomia, prognéstico]
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SUMMARY

The two types of ampullary cancer, intestinal and pancreatobiliary were first
described by Kimura et al. in 1994. The histopathological classification of ampullary
cancer has been described as a prognostic factor and may be important in adjuvant
chemotherapy decision. The aim of this study was to define the phenotype of the
ampulla of Vater adenocarcinoma by immunohistochemical expression of MUCI,
MUC2, MUCS5AC, CDX2, CK7, CK20 and EPCAM, and determine prognostics
factors. We studied 30 patients with ampullary cancer undergoing to surgical resection
(RO) in a single institution. Tumors were classified in intestinal type and
pancreatobiliary type and their relationship with clinicopathological variables and
survival were analyzed. Data were analyzed using univariate and multivariate methods.
The Cluster multivariate method was used to determine the immunohistochemical
markers that best discriminated intestinal and pancreatobiliary types. The
immunohistochemical markers that best discriminated histological types were CDX2
(intestinal) and CK7 (pancreatobiliary). The mean age of patients was 62 years (range,
54-72 years). Nine (30%) tumors were intestinal and 21 (70%) pancreatobiliary. The
best markers to discriminate these types were CDX2 and CK7. The variables with
significant association with pancreatobiliary type in univariate analysis were lymph
nodes involvement (p=0.029), angiolymphatic invasion (p=0.002) and perineural
invasion (p=0.04). In multivariate model the independent variable associated to the
histological type was angiolymphatic invasion (p=0.005, OR = 17). Overall survival at
12, 24, 36 and 60 months was 87.8%, 75.2%, 69.9% and 65.3%. In univariate analysis,
the variables with impact on survival were age (p=0.012), lymph node involvement
(p=0.002), tumor invasion (p=0.013), stage (p<0,001), angiolymphatic (p=0.010) and
perineural invasion (p=0.004). In multivariate model a significant association between
poor survival and lymph node involvement was demonstrated (HR=9.03, p=0.009). In
conclusion, the immunohistochemical markers that best discriminated histological types
were CDX2 (intestinal) and CK7 (pancreatobiliary). Lymph node involvement had a

major impact on survival and was more frequent in pancreatobiliary type.

[Key words: Ampulla of Vater, ampullary adenocarcinoma, immunohistochemistry,

mucins, keratins, pancreaticoduodenectomy, prognosis.]
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1. INTRODUCAO

Os tumores da ampola de Vater (TAV) sdo raros e acometem com maior
frequéncia pacientes do sexo masculino com idade superior a 50 anos. Entre 1973 e
2005, a sua incidéncia, por ano, nos Estados Unidos foi estimada em cinco a sete casos
por milhdo de habitantes. Correspondem a 0,5% dos tumores do trato gastrointestinal'
e de 6 a 20% dos tumores periampulares?, com origem do ducto biliar distal, duodeno,

ampola de Vater e cabeca do pancreas.

A ampola hepatopancreatica ou ampola de Vater ¢ uma regido
anatomicamente complexa constituida por um canal comum, onde trés estruturas se
confluem, sendo elas o ducto pancreatico principal, o colédoco distal e o duodeno, cada
uma com suas caracteristicas histologicas e fisioldgicas proprias. Os ductos percorrem
por, aproximadamente, dois centimetros no interior da parede podstero-medial da
segunda por¢do duodenal e se esvaziam na ampola hepatopancreatica ou ampola de

Vater, que se desemboca no apice da papila duodenal maior.?

Existem dois tipos de epitélios que se confluem na regido da ampola de
Vater. O epitélio simples mucinoso do tipo intestinal que reveste a papila duodenal
maior ¢ o epitélio simples mucinoso do tipo pancreatobiliar que reveste a ampola de
Vater, o ducto pancreatico e o colédoco distal. Dessa forma, os tumores ampulares
podem originar-se de dois tipos de epitélio morfologicamente heterogéneos, o que lhes

atribui comportamento biologico e clinico distintos (Figura 1).



Figura 1: Ampola de Vater e os diferentes tipos de mucosa que podem dar origem as
neoplasias. A; mucosa tipo intestinal, B; epitélio simples mucinoso biliar; C; epitélio
simples mucinoso pancreatico.

Fonte: Extraida e adaptada de HADDAD, L. B. P., 2009 (Tese de Doutorado).
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Em 1994, pela primeira vez, Kimura et al. descreveram os dois tipos
histologicos dos adenocarcinomas da ampola de Vater: o tipo intestinal (TT) e o tipo
pancreatobiliar (TPB). A prevaléncia do tipo pancreatobiliar foi de 72%, maior do que
o do tipo intestinal.* Albores-Saavedra et al., em 2000, definiram as caracteristicas
morfologicas destes tumores, além de descreverem outros tipos menos comuns, como
carcinomas de células em anel de sinete, indiferenciados, mucinosos € carcinomas
solidos.” Westgaard et al. e Schirmacher et al., em 2008, dentre outros estudos, viram
que a diferenca de sobrevida do carcinoma periampular ¢ mais dependente de seu tipo
histolégico do que de seu local anatomico de origem — duodenal, ampular, biliar distal

ou pancreatico.% 7 8:?

Os dois tipos histologicos dos TAV parecem ser distintos quanto a
patogénese. Estas diferencgas entre eles relacionam-se ao tipo histologico, as lesdes
precursoras, aos marcadores celulares, a expressdo de oncogenes, ao modo de

disseminacdo tumoral e a relagio com a sua matriz extracelular.” % '

Os tumores do tipo intestinal apresentam-se, geralmente, em estadios menos
avancados, possuem melhor progndstico e podem originar-se de uma lesdo adenomatosa

precursora, seguindo a sequéncia adenoma-displasia-adenocarcinoma. Ja os tumores do
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tipo pancreatobiliar apresentam-se, geralmente, em estadios mais avangados, possuem
pior progndstico e parecem se associar, mais frequentemente, com lesdes neoplasicas
intraepiteliais ductais precursoras, podendo também ter origem de lesoes polipoides com

fenotipo pancreatobiliar. 113 12 13: 14

A Tabela 1 mostra as principais diferengas clinicopatologicas dos TAV dos

tipos intestinal e pancreatobiliar.

Tabela 1: Diferencas clinicopatoldgicas entre o tipo intestinal e o tipo pancreatobiliar
dos adenocarcinomas da Ampola de Vater.

Tipo intestinal Tipo pancreatobiliar

Caracteristicas Glandulas alongadas, Glandulas simples ou
histologicas epitélio tubular, ramificadas, pequenos
complexo cribiforme e ninhos celulares sélidos

ninhos celulares sélidos circundados por estroma

desmoplésico
Acometimento linfonodal Baixa incidéncia Alta incidéncia
Estadiamento Mais precoce Mais avangado
Invasao perineural Baixa incidéncia Alta incidéncia
Sobrevida apds resseccio Longa Curta
Recorréncia Baixa Alta

Fonte: Extraida e modificada de Perysinakis ef al., 2014.

A ictericia € um sinal clinico precoce nos TAV, permitindo o diagnostico da
doencga ainda na fase inicial de sua evolucdo. Esta caracteristica clinica aumenta a
possibilidade de ressecgdes cirtirgicas potencialmente curativas.!> ' O fato desses
tumores crescerem, relativamente, distantes dos vasos mesentéricos e do tronco celiaco
constitui outro aspecto que contribui para a realizacdo de maior numero de ressecgoes
com margens livres da doenga, quando comparados com os tumores pancreaticos e

biliares distais.® 1718
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O unico tratamento potencialmente curativo do adenocarcinoma invasivo da
ampola de Vater consiste em sua ressec¢cdo completa (R0). A operagdo de escolha ¢ a
duodenopancreatectomia cefalica, com preservagao pilorica (DPPP) ou sem
preservacdo pilorica (GDP), associada sempre a linfadenectomia regional.!'> 2% 21 A
ressecc¢do radical € a melhor op¢do, mesmo em tumores invasivos iniciais, uma vez que
metastases linfonodais podem estar presentes em aproximadamente 30% dos casos com
tumores confinados a ampola.'%?? A ressec¢iio endoscopica, por meio de ampulectomia,

tem sido realizada em casos selecionados de tumores nio invasivos.'% 202!

O papel da quimioterapia e da radioterapia, nos pacientes com TAV ainda
ndo esta definido.?* 2* O tratamento quimioterapico adjuvante tem sido indicado em

casos localmente avancados e com acometimento metastatico linfonodal.>*

Os TAV possuem progndstico melhor do que os adenocarcinomas de
pancreas e os colangiocarcinomas distais.® 16242526 A5 taxas globais de sobrevida em
5 anos dos adenocarcinomas da ampola e do pancreas sao de 40-45% e de apenas 10-
20%, respectivamente.!” O tratamento dos TAV alcanca taxas de cura acima de 50%,
enquanto o tratamento dos adenocarcinomas do pancreas alcanga esta taxa em apenas

10% dos casos.’

Devido ao seu prognoéstico, reconhecidamente, diferente em relagdo ao
demais tumores periampulares, uma classificacio TNM (AJCC, 7* edig¢do, 2010) foi
descrita para os TAV?": 2 (Anexo A). Parametros clinicos, como idade, sexo e estado
geral, e parametros anatomopatologicos como tipo histoldgico, grau de diferenciagao,
invasdo angiolinfatica, invasao neural, margens cirurgicas e classificagdo TNM, além
de marcadores imuno-histoquimicos, foram identificados como fatores prognosticos

Sigl’liﬁC&tiVOS.m; 18; 22; 25; 29; 30; 31; 32

A classificagdao histoldgica correta dos TAV, em seus tipos intestinal e
pancreatobiliar, representa um desafio para os patologistas.® ** A imuno-histoquimica
aumenta a capacidade de se fazer esta classificacdo, visto que, por meio deste método,
anticorpos especificos se ligam aos antigenos da mucosa de origem das células tumorais.
3435 Os marcadores imuno-histoquimicos mais utilizados como fatores progndsticos e,
também, na discriminac¢ao dos tipos histologicos intestinal e pancreatobiliar, t€ém sido
as mucinas - MUC1, MUC2, MUC4, MUCSAC, MUCS5B, MUC6, MUC7 e MUCS; as

citoqueratinas basais - CK7, CK17 e CK20; e o fator nuclear de transcri¢io CDX2. 3%
35; 36; 37, 38; 39, 40, 41, 42



23

Ha poucos estudos sobre os tipos histomoleculares dos TAV na populagao
brasileira. A classificagdo adequada destes tumores repercute no tratamento e no

progndstico dos pacientes.

Nesse estudo, propde-se realizar um painel imuno-histoquimico com os
marcadores que se mostraram mais efetivos na andlise da literatura: MUC1, MUC2,
MUCSAC, CDX2, CK7 e CK20. Incluiu-se ainda, de forma inédita, o marcador
EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Moleculae), com o objetivo de avaliar sua
importancia no contexto dos TAV, tendo em vista, o crescente nimero de publicagdes
que surgiu nos ultimos anos em relacdo a expressdo deste marcador em tumores
humanos, como os tumores de intestino e pancreas e, ainda, o desenvolvimento de um
farmaco alvo-especifico para o tratamento das neoplasias que expressam este

antigeno.“; 44; 45; 46; 47
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2. OBJETIVO

Objetivo geral:

Definir o fendtipo dos adenocarcinomas da ampola de Vater por meio da
expressao imuno-histoquimica de MUC1, MUC2, MUCS5SAC, CDX2, CK7, CK20 ¢
EpCAM.

Objetivos especificos:

- Identificar entre os marcadores imuno-histoquimicos aqueles que melhor
distinguem os tipos histologicos;
- Avaliar quais caracteristicas clinicopatoldgicas estdo associadas aos tipos

histologicos;

- Avaliar quais caracteristicas clinicopatologicas tem impacto negativo na

sobrevida dos pacientes.
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3. METODO

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Tratou-se de um estudo longitudinal realizado em uma unica institui¢ao de

atencao terciaria.

Foram estudados os pacientes assistidos no periodo de 2003 a 2014. Os
dados coletados entre 2003 e 2011, referentes a 21 pacientes, foram analisados
retrospectivamente, por meio da consulta a prontuarios médicos, enquanto os dados
coletados entre 2012 e 2014, referentes a 9 pacientes, foram analisados
prospectivamente, a partir do preenchimento de protocolos especificos de pesquisa e

acompanhamento clinico ambulatorial.

3.2 ASPECTOS ETICOS

Essa pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), com o niimero de protocolo CAAE —
23377113.1.0000.5149 (Anexo B).

3.3 FINANCIAMENTO

Esse trabalho teve o apoio financeiro da Fundagao de Amparo a Pesquisa do

Estado de Minas Gerais (FAPEMIG).

3.4 CASUISTICA

Foram estudados 30 pacientes acometidos de adenocarcinoma da ampola de
Vater, atendidos no ambulatério Jenny Faria, pelo Grupo de Cirurgia do Figado,

Pancreas, Vias Biliares e Baco do Instituto Alfa de Gastroenterologia do Hospital das
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Clinicas (HC) da UFMG, todos submetidos a ressec¢cao completa (R0) dos seus tumores

no periodo de 2003 a 2014.

3.4.1 Criterios de inclusdo

Foram incluidos neste estudo:

— Pacientes com adenocarcinoma da ampola de Vater;
— Pacientes submetidos a ressec¢ao RO;
— Pacientes atendidos no periodo de 2003 a 2014, acompanhados no

Servigo de Cirurgia do Figado, Vias Biliares, Pancreas e Bago do

HC-UFMG.

3.4.2 Criterios de exclusdo

Foram excluidos deste estudo:

— Pacientes com outros tumores periampulares como os da via biliar
distal, do pancreas e do duodeno;

— Pacientes com tumores nio classificados como adenocarcinomas;

— Pacientes submetidos apenas a biopsia ou a operagdes paliativas
como operagdes nao-R0, colocagdo de proteses ou confecgdes de
derivagoes biliodigestivas;

— Pacientes com metastases a distancia (estadio IV).

Foram excluidos, ainda, trés pacientes dos quais os blocos de parafina de
seus tumores ndo foram localizados no arquivo do Departamento de Anatomia

Patologica e Medicina Legal (APM) da Faculdade de Medicina da UFMG.

3.5 TECNICA OPERATORIA

Todos os pacientes foram operados no HC-UFMG pela equipe de Cirurgia

do Figado, Vias Biliares, Pancreas e Baco do Instituto Alfa de Gastroenterologia,
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seguindo a padronizagdo técnica do grupo. A operacdo foi a duodenopancreatectomia
cefalica radical, com ou sem preservacao pilorica, associada a linfadenectomia regional,
com ressec¢ao completa do tumor (RO). A reconstrugao do transito foi em alca tnica e
a pancreatojejunoanastomose foi término-lateral e ducto-mucosa em todos estes casos

(Figura 2). A ampulectomia por via laparotomica foi realizada em apenas um caso.

Espécime cirirgico 3 Espécime cirirgico
Pancreas -

Vesicula biliar\ Vesicula biliar ~

Duodeno ~_| Duodeno —__|

Ducto
hepatico
comum

Ducto / Jejuno
hepatico ]

comum ‘
Jejuno

passado
através de
uma aber-
tura no
mesocolon
transverso

Cdlon
transverso

Figura 2: Operagdo de escolha para o tratamento dos pacientes com TAV. A,
gastroduodenopancreatectomia cefalica. B, duodenopancreatectomia com preservacao do
piloro.

Fonte: Extraida e adaptada de SABISTON, D. C., 2008.4

3.6 ESTUDO HISTOLOGICO

Todos os pacientes estudados tiveram seus blocos de parafina recuperados
dos arquivos do Departamento de Anatomia Patologica (APM) da Faculdade de
Medicina da UFMG.

Os espécimes cirurgicos foram processados e analisados no APM, seguindo
o protocolo deste servigo. Os espécimes foram, inicialmente, fixados em formol a 10%

por 24 horas. A andlise teve inicio com o exame macroscopico, com a retirada de
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amostras do tumor e dos demais sitios correlacionados — colédoco distal, duodeno,
pancreas, papila e linfonodos. Essas amostras coletadas foram processadas
automaticamente e incluidas em parafina. Os blocos de parafina foram cortados por
microtomia, obtendo-se cortes com espessura de 4um que foram montados em laminas
de vidro e corados pelo método da hematoxilina-eosina (HE). As Figuras 3 e 4 ilustram

esses procedimentos.

5000 um

Figura 3: Estudo histopatologico dos espécimes cirargicos dos TAV do tipo
pancreatobiliar (a,b,c) e intestinal (d,e,f). (a,d) aspecto macroscopico a fresco, (b,c)
fixado em solucao de formol a 10%, (c,f) aspecto microscopico, em HE (200x).
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5000 ym
3"

Figura 4: Cortes histologicos de adenocarcinoma da ampola de Vater. a, ¢: tipo pancreatobiliar
- glandulas simples ou ramificadas, células cuboides ou pouco alongadas, nucleos centralizados
no citoplasma; b, d: tipo intestinal — glandulas alongadas, aspecto cribiforme, células colunares
e nucleo localizado na base. HE (a, b: 200x, ¢, d: 400x).

A analise histologica de todas as laminas foi realizada por um patologista
experiente, que desconhecia a evolugdo clinica dos pacientes, o qual classificou os

tumores em tipo intestinal e tipo pancreatobiliar.

Dos blocos de parafina recuperados retrospectivamente dos pacientes
tratados no periodo de 2003 a 2011 foram confeccionadas novas laminas, coradas por

HE e revisadas pelo patologista.

Dos laudos anatomopatolégicos foram obtidos o tamanho dos tumores, as

margens cirurgicas de ressec¢do, o acometimento linfonodal e o estadiamento pTNM.

Todas as laminas foram revisadas para obter-se dados referentes a invasao

angiolinfatica e perineural.
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Os tumores foram classificados de acordo com a nomenclatura da
Organizacao Mundial de Saude (OMS), de 2010, e levando-se em conta os trabalhos de

referéncia para este fim da literatura.

O estadiamento da doenga foi definido de acordo com o estadiamento TNM

da AJCCUICC, em sua 7° edigdo, de 20107 2% (Anexo A).

3.7 ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

As laminas coradas em HE serviram como parametro para selecionar-se o
bloco de parafina mais adequado para a imuno-histoquimica, sendo escolhido aquele
que continha uma 4rea representativa do tumor. A partir do bloco de parafina escolhido,
novos cortes de 4um de espessura foram obtidos e colocados em ldminas previamente

carregadas, utilizando-se o método de silanizacao.

O processo de desparafinizagao foi realizado em duas etapas, uma quente e
outra em temperatura ambiente. Na primeira etapa, as laminas foram mantidas a 60°C
em uma estufa por 12 horas. Na segunda etapa, em temperatura ambiente, elas
receberam dois banhos de xilol de 10 minutos cada. Em seguida, elas foram reidratadas
com trés banhos em solucao de alcool etilico de concentragdes decrescentes: absoluto,

70% e 50%. Por fim, elas foram lavadas por 3 minutos em adgua corrente.

No processo de reativagdo ou recuperacdo antigénica, as laminas foram
levadas a um aparelho do tipo Steamer (Cuisinart(®®) Turbo Conection Steamer),
mergulhadas em solugdo de citrato pH 6,0, sob uma temperatura de 98°C, durante 20
minutos. Apos resfriadas por 20 minutos em temperatura ambiente, elas foram lavadas

com uma solu¢do tampao TRISEDTA pH 9,0.

Para o bloqueio da peroxidase enddgena, as laminas foram imersas em
solucao de peridol (ImL de peroxido de hidrogénio a 30% para cada 9mL de agua
destilada) por 10 minutos. A seguir, elas foram lavadas com tampao TRIS. Seguiu-se
com o bloqueio de proteinas. Logo apos, foram adicionados os anticorpos primarios as
laminas que foram incubadas em camara timida, sob temperatura ambiente, por 24

horas.

Os anticorpos utilizados e suas respectivas dilui¢des encontram-se na

Tabela 2.
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Tabela 2: Especificagdes dos anticorpos primarios utilizados nas reagdes imuno-
histoquimicas.

Anticorpo monoclonal Clone Marca Diluicao
Anti MUC 1 (Coelho) EP1024Y AbcamQ®) 1:200
Anti MUC 2 (Coelho) EPR6145 AbcamQ®) 1:200
Anti MUC 5AC (Rato) 45M1 AbcamQ®) 1:100
Anti CDX2 (Coelho) EPR2764Y AbcamQ®) 1:200
Anti EpCAM (Camundongo) B302 (323/A3)  Abcam(Q®) 1:100
Anti CK7 (Coelho) EPR11619Y AbcamQ®) 1:200
Anti CK20 (Coelho) EPR1622Y AbcamQ®) 1:200

Ap0s 24 horas, as laminas foram lavadas mais trés vezes com a solucao
TRIS e adicionou-se a solugdo de complemento por 20 minutos. Essa solu¢do contém
um reagente facilitador do conjugado enzimdtico polimero peroxidase. Apds mais trés
banhos com o TRIS, adicionou-se a solugao do conjugado enzimatico por 30 minutos

em camara imida, sob temperatura ambiente.

Lavou-se outras trés vezes as laminas com solu¢ao TRIS e adicionou-se o
cromégeno (diaminobenzidina (DAB) a 60% em solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS) + 1,5mL de peréxido de hidrogénio a 20 volumes), deixando-o reagir por 10

minutos.

Apo6s outra lavagem das laminas com a solugdo TRIS, realizou-se a
contracoloragdo com hematoxilina. As laminas foram lavadas novamente com agua

corrente por S5 minutos, embebidas em dalcool etilico com concentragdes
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progressivamente maiores — 50%, 70% e absoluto — e em xilol. Em seguida, os cortes

foram recobertos por laminula contendo meio transparente de montagem Entellan.

A analise das laminas foi realizada pelo mesmo patologista presente em todas as
fases do estudo anatomopatolédgico, o qual desconhecia a evolugao clinica dos pacientes.
Para a andlise das mucinas (MUC1, MUC2 e MUCS5AC) e das citoqueratinas (CK7 e
CK20) a expressao considerada foi citoplasmatica, para o fator de transcricdo (CDX2)
foi nuclear e para a molécula EpCAM foi superficial membranar. A interpretagao foi
semiquantitativa, considerando-se positivos os tumores que revelaram positividade para

os marcadores imuno-histoquimicos em 4rea do tumor maior ou igual a 10%.6 3% 36: 38

3.8 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica caracterizou 30 adenocarcinomas da ampola de Vater e
os classificou em grupos distintos, de acordo com o seu imunofenotipo. Além disso,
estudou a sobrevida dos pacientes portadores desses tumores, de acordo com as

multiplas varidveis avaliadas. Esta analise estatistica foi realizada com auxilio do

programa Stata®) para MAC (Macintosh®)) versio 12.

O estudo estatistico teve inicio com a analise descritiva dos dados. A anélise
das variaveis continuas foi realizada por meio de medidas de tendéncia central,
dispersdo e amplitude - média e desvio padrao; mediana (percentil 50) e intervalo
interquartilico (percentis 25 e 75); valores minimo e méaximo. J& a analise das variaveis
categoricas foi realizada por meio de distribuicao das frequéncias absolutas e relativas

em cada categoria.

Ainda na descri¢ao dos dados, com a finalidade de testar a homogeneidade
de cada variavel estudada, foi efetuado o teste de Qui-quadrado - para aquelas com cinco
ou mais categorias - ou o teste exato de Fisher — para aquelas com até quatro categorias,
considerando sempre a existéncia de igualdade nas categorias das variaveis como
hipdtese nula (Ho). Assim, a hipotese nula considerada para variaveis com duas
categorias foi que haveria proporg¢ado igual a 50% em cada categoria (Ho: pr=0,5); para

trés categorias, 33,3% (Ho: pr=0,33); para quatro categorias, 25% (Ho: pr=0,25).

A andlise estatistica também verificou se o resultado da expressao dos

imunomarcadores utilizados poderia separar os adenocarcinomas em grupos distintos,
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que apresentassem caracteristicas internas semelhantes. O método utilizado para
identificar a capacidade dos imunomarcadores em discriminar os tipos de tumores foi o
de agrupamento denominado two step cluster. Apenas no caso especifico deste método,
contamos com o auxilio do programa IBM SPSS Statistics versao 22 (SPSS Inc.

Chicago, IL).

Ao final desta andlise de agrupamento, comparou-se o resultado obtido por
este método estatistico com a classificacdo obtida por meio do painel imuno-
histoquimico. Assim, obteve-se o indice de concordancia Kappa (k) entre os dois

métodos utilizados na classificacdo dos tumores.

Para verificar a associacdo entre as varidveis de interesse e 0s tipos
histoldgicos dos tumores, foi realizado o teste t de Student para as varidveis continuas,
com distribui¢do gaussiana, e o teste do Qui-quadrado (n>4) ou o teste exato de Fisher

(n<5) para as variaveis categoricas.

Posteriormente, um modelo de regressdo multivariado foi obtido para
quantificar os relacionamentos independentes entre um ou mais fatores de interesse na
chance de classificacdo dos tumores. A analise multivariada foi realizada por meio de
regressao logistica e foi iniciada somente com as variaveis que apresentaram valor de
p<0,20 na anélise univariada. Apds a obten¢do do primeiro modelo, as varidveis foram
sendo retiradas sequencialmente, de acordo com o teste de Hosmer e Lemeshow da
razdao de verossimilhanga, que avalia a adequacdo dos modelos aninhados, ou seja,
avalia se um modelo com menor numero de variaveis tem um ajuste igual ao do modelo
com maior numero de variaveis. O modelo escolhido foi 0 modelo com menor nimero
de variaveis que nao diferia do modelo imediatamente anterior com maior numero de
variaveis. O estimador obtido foi o odds ratio (OR), ou seja, a chance de classificagao
pancreatobiliar dividida pela chance de classificacdo intestinal, considerando as

categorias das variaveis.

A andlise de sobrevida teve como varidvel dependente a ocorréncia de 6bito
em relacdo ao tempo, o qual foi mensurado em meses. Nessa analise, foram excluidos

os casos de obitos de pacientes ocorridos em até 30 dias do pos-operatorio.

A analise univariada foi realizada para selecionar as varidveis que se
associaram ao oObito, o que foi feito por meio da diferenca de curvas de Kaplan-Meier
para cada variavel separadamente. Os testes utilizados para aferir se havia diferenca

entre as curvas de sobrevivéncia foram os testes de Logrank, Wilcoxon e Tarone-Ware.
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Um modelo de regressdo multivariado também foi gerado para quantificar
os relacionamentos entre uma ou mais variaveis de interesse na sobrevida dos pacientes.
Foram utilizados a regressao de Cox e os mesmos procedimentos anteriormente
descritos para obten¢do do modelo multivariado final. No caso da sobrevida, o
estimador obtido foi a razdo de risco ou hazard ratio (HR), ou seja, a chance de 6bito
dividida pela chance de sobreviver ao longo de todo o espectro da curva de
sobrevivéncia. A andlise de residuos de Schoenfeld foi realizada ao final para estimar o

ajuste do modelo.

Calculou-se ainda o tempo médio de sobrevivéncia com o respectivo
intervalo de confianga, o tempo mediano de sobrevivéncia com o respectivo intervalo
interquartilico, o percentual de sobreviventes aos 12, 24, 36 e 60 meses ¢ a densidade
de incidéncia de Obito (taxa instantanea de mortalidade), geral e por categorias das

variaveis de interesse.

Em todas as analises, o nivel de significancia considerado foi igual a 5%
(p<0,05) e os valores de significancia inferiores a 10% foram considerados com

tendéncia a significancia estatistica (p<0,10).

No caso das analises de associagdo entre as variaveis de interesse ¢ a
classificagdo dos tumores, apenas aquelas com completitude superior a 70% foram

incluidas.

Nas analises de sobrevida, apenas resultados cujas diferencas entre as curvas
de Kaplan-Meier foram significativas (p<0,05) ou com tendéncia a significancia

estatistica (p<0,10) foram mostradas.
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4. RESULTADOS

4.1 ANALISE DESCRITIVA DAS CARACTERISTICAS CLINICAS

A Tabela 3 contém caracteristicas demograficas e clinicas dos 30 pacientes

com adenocarcinoma da ampola de Vater estudados.

A idade dos pacientes variou de 30 a 79 anos, com média de 61,5 anos e
desvio padrao igual a 11,8 anos. A mediana das idades foi 62 anos e IIQ = (54; 72), ou
seja, 25% dos pacientes tinham menos de 54 anos de idade enquanto outros 25% tinham
mais de 72 anos. O tabagismo e o etilismo estiveram ausentes na maior parte dos

pacientes, atingindo apenas 30% e 10% dos casos, respectivamente.

Trés pacientes do género feminino apresentavam historia prévia de outra
neoplasia. Uma teve um adenocarcinoma de colon aos 60 anos de idade. As outras duas
pacientes, uma de 48 e outra de 66 anos, tiveram adenocarcinomas de mama. A mais
idosa, além do cancer de mama, ja havia desenvolvido uma neoplasia cerebral. Uma
outra paciente de 52 anos, trés anos ap0s ser operada, teve diagnosticado um carcinoma

de mama.



Tabela 3: Varidveis demograficas e clinicas dos 30 pacientes com adenocarcinoma

da ampola de Vater.

e . Total
Variaveis n (%) Valor p
Idade em categorias
<50 5(16,7) 0,292
50 a 59 6 (20,0) 0,527
60 a 69 10 (33,3) 0,294
70 ou mais 9 (30,0) 0,527
Género
Masculino 10 (33,3) 0,099*
Feminino 20 (66,7)
Tabagismo
Niao 21 (70,0) 0,043**
Sim 9 (30,0)
Etilismo
Nio 27 (90,0) <0,001***
Sim 3 (10,0)
Comorbidades
Niao 11 (36,7) 0,200
Sim 19 (63,3)
Historia familiar
Negativa 13 (50,0) 0,999
Positiva 13 (50,0)
Cancer Prévio
Niao 27 (89,7) <0,0071***
Sim 3(10,3)

Nota: Foram aplicados testes exatos binominais para igualdade de proporgdes em cada categoria; *

p<0,10, ** p<0,05, *** p<0,001.

36

As demais variaveis clinicas, cirirgicas, laboratoriais e patoldgicas dos

pacientes podem ser observadas na Tabela 4.

A operacdo mais realizada foi a gastroduodenopancreatectomia cefalica

(83,3%). Em quatro casos (13,3%) realizou-se a duodenopancreatectomia cefalica com

preservagdo pilorica. Um unico caso foi tratado por ampulectomia por acesso

laparotomico. Tratava-se de uma paciente do género feminino, de 72 anos de idade, sem

comorbidades, com bidpsia endoscdpica evidenciando um adenoma de papila. O exame
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do espécime cirtirgico revelou ser um adenocarcinoma da ampola de Vater do tipo

intestinal.

Em todos os casos de gastroduodenopancreatectomia foi associada a

linfadenectomia regional.

Durante o ato operatdrio, encontrou-se uma variagdo anatOmica na origem
da artéria hepatica direita em 11 casos (36,7%). Nesses casos, a artéria hepatica direita

originava-se da artéria mesentérica superior.

A presenca de calculos biliares foi observada em outros 11 pacientes

(36,7%).

A classificagdo do grau de invasdo dos tumores, segundo o estadiamento
TNM (Anexo A), foi T1 em seis (20%) casos, T2 em 14 (46,6%) casos, T3 em sete
(23,3%) casos e T4 em trés (10%) casos. Em nove (30%) casos, houve acometimento
neoplasico linfonodal (N1). Quanto ao estadiamento, metade dos pacientes (15 casos)
encontrava-se no estadio I, enquanto a outra metade encontrava-se nos estadios II (12

casos - 40%) e I1I (3 casos - 10%).

A mortalidade nos 30 dias ap6s o procedimento cirtrgico foi de 13,3%
(quatro casos). Trés destes 0bitos ocorreram por infec¢do abdominal e sepse secundarios
a fistulas anastomoticas e, em um caso, por isquemia mesentérica. Excluindo-se os
quatro obitos ocorridos no perioperatorio, outros nove (34,6%) pacientes faleceram até
o fim do acompanhamento. A causa da morte de todos estes nove pacientes relacionou-

se a recidiva da doenca.

Entre os 30 pacientes incluidos neste estudo, 17 (65,3%) permaneceram

vivos ao seu final.



Tabela 4: Caracteristicas clinicas, cirurgicas, laboratoriais e patologicas dos 30
pacientes com adenocarcinoma da ampola de Vater.

er . Total
Variaveis n (%) Valor p
Calculos biliares
Negativo 19 (63,3) 0,200
Positivo 11 (36,7)
CA19.9
<37 10 (47,6) 0,999
>37 11 (52,4)
CEA
<5 15 (88,2) 0,002**
>5 2(11,8)
Variacao HD
Niao 19 (63,3) 0,200
Sim 11 (36,7)
Classificacao T
1 6 (20,0) 0,651
2 14 (46,6) <0,001%%**
3 7(23,3) 0,651
4 3 (10,0) 0,171
Classificacao N
Negativo 21 (70,0) 0,043*
Positivo 9 (30,0)
Operacao
GDP 25 (83,3) <0,0071***
DPPP 4 (13,3)
Ampulectomia 1(3,3)
Estadiamento
| 15 (50,0) 0,052*
11 12 (40,0) 0,436
111 3 (10,0) 0,007**
Obito pos-operatério
Nao 26 (86,7) <0,0071***
Sim 4 (13,3)
Obito seguimento
Nao 17 (65,3) 0,116
Sim 9 (34,6)

Nota: Foram feitos testes exatos binominais para igualdade de proporgdes em cada categoria;
* p<0,10, ** p<0,01, *** p<0,001.
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4.2 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

A Tabela 5 mostra o percentual de tumores positivos e negativos para cada
um dos marcadores imuno-histoquimicos testados. A mucinas MUCI1, MUC2 e
MUCSAC revelaram-se positivas em 25 (83,3%), 13 (43,3%) e 15 (50%) casos,
respectivamente. A expressdo do CDX2 foi encontrada em 10 casos (33,3%). A
citoqueratina CK7 foi positiva em 20 (66,7%) casos, enquanto a CK20 em 12 (40%)
casos. A expressdao da EpCAM foi identificada em 28 (93,3%) casos (Figuras 5 a 8).



Tabela 5: Caracteristicas imuno-histoquimicas dos 30 pacientes com
adenocarcinoma da Ampola de Vater.

Total

Variaveis n (%) Valor p
MUC1

Negativo 5(16,6) 0,001**
Positivo 25(83.3)

MUC2

Negativo 17 (56,6) 0,361
Positivo 13 (43,3)

MUCSAC

Negativo 15 (50,0) 0,999
Positivo 15 (50,0)

CDX2

Negativo 20 (66,7) 0,099*
Positivo 10 (33,3)

CK7

Negativo 10 (33,3) 0,099*
Positivo 20 (66,7)

CK20

Negativo 18 (60,0) 0,362
Positivo 12 (40,0)

EpCAM

Negativo 2(6,7) <0,0071 ***
Positivo 28 (93.,3)

Nota: foram feitos testes exatos binominais para igualdade de proporgdes em cada
categoria; * p<0,10, ** p<0,01, *** p<0,001.
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PANCREATOBILIAR
e

MUC2 +

Figura 5: Expressao de MUCI1 e MUC2 nos adenocarcinomas da ampola de Vater. (a) e (c),
tumor tipo pancreatobiliar MUC1+ (a) e MUC2- (¢). (b) e (d), tumor tipo intestinal MUC1- (b) e
MUC2+ (d). A marcacao da MUCI ¢ citoplasmatica, difusa e granular como pode ser observado
em (a). A marcagao da MUC?2 ¢ também citoplasmaética e granular, porém densa e acentuada nas
células caliciformes que podem ser vistas em coloracdo marrom-escuro em (d).
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PANCREATOBILIAR INTESTINAL

Figura 6: Expressdao de MUCSAC e CDX2 nos adenocarcinomas da ampola de Vater. (a) e (c),
tumor tipo pancreatobiliar MUC5AC+ (a) e CDX2- (¢). (b) e (d), tumor tipo intestinal
MUCSAC- (b) e CDX2+ (d). A marcagao da MUCSAC ¢ citoplasmatica, granular e apical. Ja
a marcacdo do CDX2 ¢ granular, difusa, mais densa no nucleo celular.
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PANCREATOBILIA

=

Figura 7: Expressdao de CK7 e CK20 nos adenocarcinomas da ampola de Vater. (a) e (c),
tumor tipo pancreatobiliar CK7+ (a) e CK20- (¢). (b) e (d), tumor tipo intestinal CK7- (b)
e CK20+ (d). Tanto as marcagdes da CK7 quanto da CK20 sdo granulares, difusas e
citoplasmaticas. (*) observar o controle interno CK7+ no epitélio das glandulas biliares (b).
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Figura 8: Expressdo de EpCAM+ nos adenocarcinomas da ampola de Vater. (a), tumor tipo
pancreatobiliar; (b), tumor tipo intestinal. A marcagdo da EpCAM ¢ predominantemente
superficial membranar.
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4.3 ASSOCIACAO ENTRE OS TIPOS HISTOLOGICOS E AS

CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E CLINICOPATOLOGICAS

4.3.1 Andlise univariada

Entre os 30 adenocarcinomas da ampola de Vater, 21 (70,0%) foram do tipo
pancreatobiliar e nove (30%) do tipo intestinal. A associacdo dos tipos histologicos

destes tumores com as variaveis clinicas e demograficas pode ser vista na Tabela 6.

A relacdo entre a faixa etdria dos pacientes e os tipos histoldgicos mostrou
que o tumor intestinal acometeu pacientes com faixa etaria superior ao tumor
pancreatobiliar (p<0,05). A média das idades dos pacientes com tumor do tipo intestinal
foi de 68,5 anos, com mediana de 72 anos. J4 os pacientes com tumor do tipo
pancreatobiliar apresentaram uma média de idades igual a 58,5 anos e mediana de 62
anos. A paciente mais jovem da amostra, de 30 anos, apresentou um tumor do tipo

pancreatobiliar.

Os tumores do tipo pancreatobiliar associaram-se mais ao tabagismo, ao
etilismo, a variacdo anatdmica da artéria hepatica direita, a presenga de comorbidades,
a presenca de historia familiar positiva para outras neoplasias € a ocorréncia prévia de

outro tumor, distinto da ampola, porém sem significancia estatistica (p>0,05).

Quanto ao género, a maior parte dos pacientes era constituida por mulheres
e o tipo pancreatobiliar foi 0 mais comum em ambos os grupos, masculino e feminino.
Entre os pacientes do género masculino, seis (60%) tumores eram do tipo
pancreatobiliar e apenas 4 (40%) tumores era do tipo intestinal. J& entre as pacientes do
género feminino, 15 (75%) tumores eram do tipo pancreatobiliar, enquanto apenas cinco

(25%) eram do tipo intestinal.

O tabagismo esteve presente em apenas 30% dos pacientes dessa amostra e
relacionou-se mais com os tumores do tipo pancreatobiliar. 66,7% dos tabagistas eram
acometidos de tumores do tipo pancreatobiliar e 33,3% deles acometidos de tumores do

tipo intestinal.

O etilismo também foi mais prevalente dentre os pacientes com tumores

pancreatobiliares. Todos os trés pacientes etilistas tiveram tumores deste tipo.
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Dos 11 (36,6%) casos nos quais identificou-se variagcdo anatomica da artéria
hepatica, sete (63,6%) casos eram de pacientes com tumores do tipo pancreatobiliar e

quatro (36,4%) do tipo intestinal.

Dos pacientes que apresentavam comorbidades associadas, 68,4% tinham

tumores do tipo pancreatobiliar.

J& dos 26 pacientes com dados sobre a historia familiar, a metade possuia
historia positiva para outras neoplasias. Desta metade, 10 (76,9%) casos eram de
familiares dos pacientes com tumores tipo pancreatobiliar e apenas trés (23,1%) eram

de familiares dos pacientes com tumores do tipo intestinal.
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Tabela 6: Associacdo entre os tipos intestinal e pancreatobiliar e as varidveis
demograficas e clinicas dos 30 pacientes com adenocarcinoma da ampola de Vater.

Classificacio segundo painel Valor p

. . ;. Total
imuno-histoquimico
Variaveis Intestinal Pancreatobiliar
9 (30,0%) 21 (70,0%) 30 (100,0%)

Idade (em anos)

Média (DP) 68,5 (8,7) 58,5(11,9) 61,5(11,8) 0,031%(a)
Mediana (11Q) 72 (64;75) 62 (52; 66) 62 (54;72) 0,046* (b)
Idade em categorias

<50 0 (0,0) 5(100,0) 5(100,0) 0,022*
50 a 59 2 (33,3) 4 (66,7) 6 (100,0)

60 a 69 1 (10,0) 9 (90,0) 10 (100,0)

70 ou mais 6 (66,7) 3(33,3) 9 (100,0)

Género

Masculino 4 (40,0) 6 (60,0) 10 (100,0) 0,331
Feminino 5(25,0) 15 (75,0) 20 (100,0)

Tabagismo

Nio 6 (28,6) 15 (71,4) 21 (100,0) 0,999
Sim 3(33,3) 6 (66,7) 9 (100,0)

Etilismo

Nio 9 (33,3) 18 (66,7) 27 (100,0) 0,534
Sim 0 (0,0) 3 (100,0) 3 (100,0)
Varia¢io anatomica
HD 0,687
Nio 5(26,3) 14 (73,7) 19 (100,0)

Sim 4 (36,4) 7 (63,6) 11 (100,0)
Comorbidades

Nio 3(27,3) 8 (72,7) 11 (100,0) 0,999
Sim 6 (31,0) 13 (68.,4) 19 (100,0)

Historia familiar

Negativa 5(30,5) 8 (61,5) 13 (100,0) 0,673
Positiva 3(23,1) 10 (76,9) 13 (100,0)

Cancer Prévio

Nio 9 (33,3) 18 (66,7) 27 (100,0) 0,534
Sim 0 (0,0) 3 (100,0) 3 (100,0)

Notas: (a) teste de t de Student; (b) teste de proporgdes (exato de Fisher, com base no ponto de corte da
mediana); para todas as demais variaveis foi utilizado teste exato de Fisher; * p<0,05.
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A associagdo dos tipos histologicos dos tumores e as demais variaveis

clinicopatologicas esta disposta na Tabela 7.

As variaveis que estiveram significativamente (p<0,05) associadas aos tipos
histolégicos foram o tipo de operagdo realizada, o acometimento linfonodal (N), o
estadiamento (TNM), a invasdo angiolinfatica e a perineural. O tipo pancreatobiliar
associou-se com estadiamentos mais avangados da doenga, com invasdo neopldsica

linfonodal (N1) e com invasdo angiolinfatica e perineural tumoral.

A presencga de calculos biliares nao foi significativa em nenhum tipo de
tumor. Eles estiveram presentes em 33,3% dos casos de tumores do tipo intestinal e em

38,1% dos casos de tumores do tipo pancreatobiliar.

O mesmo ocorreu com a dosagem sérica do CA 19.9, a qual nao se associou
a nenhum tipo de tumor. A dosagem sérica deste marcador se alterou em metade dos
casos de tumores do tipo pancreatobiliar e em 57,1% dos casos de tumores do tipo
intestinal. J4 os niveis séricos do CEA se alteraram em apenas 16,6% dos casos de

tumores do tipo pancreatobiliar e em nenhum caso dos tumores do tipo intestinal.

Quanto ao tratamento cirargico, apenas em um caso dos 21 tumores do tipo
pancreatobiliar foi optado pela técnica de duodenopancreatectomia cefdlica com
preservacao do piloro. Em outros 3 casos, todos do tipo intestinal, também foi utilizada

esta técnica.

Quanto ao grau de invasdo tumoral, a maior parte dos tumores T1 era do
tipo intestinal (66%). A partir de T2, o tipo pancreatobiliar passa a se sobrepor, sendo

responsavel por 71,4% dos tumores T2, 85,7% dos tumores T3 e 100% dos tumores T4.

No grupo de tumores do tipo pancreatobiliar, 42,8% apresentavam
linfonodos acometidos (N1). Eles foram responsaveis por todos os casos N1 deste

estudo.

Dos casos de estadiamento I da doenga, a maior parte era de tumores do tipo
intestinal (53,3%). Nos estadiamentos mais avangados, II e I11, o tipo pancreatobiliar foi
0 mais comum, com 91,7% e 100% dos casos, respectivamente. Os tumores do tipo
pancreatobiliar apresentaram-se, portanto, com estadiamento TNM mais avangado do
que os tumores do tipo intestinal, com 33,3% deles no estadio I, 52,3% no estadio 11 e
14,2% no estadio III. Dos tumores do tipo intestinal, por sua vez, 8 (88,8%) casos eram

do estadio I e apenas um do estadio II.
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Assim, nenhum tumor do tipo intestinal apresentou grau de invasao tumoral
T4, acometimento neoplasico linfonodal (N1) ou foi classificado no estddio III da

doenga.

Com relagdo aos quatro 6bitos ocorridos no periodo pos-operatorio, até 30
dias apos a operacao de ressec¢do do tumor, ndo houve diferenga entre os tipos, sendo
que dois pacientes tinham tumores do tipo pancreatobiliar e os outros dois do tipo

intestinal.

Durante o seguimento, houve mortalidade apenas entre os pacientes
acometidos por tumores do tipo pancreatobiliar. Dos nove casos de oObitos, todos os

casos eram do tipo pancreatobiliar.
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Tabela 7: Associagdo entre os tipos intestinal e pancreatobiliar e as variaveis clinicas,
cirtrgicas e patologicas dos 30 pacientes com adenocarcinoma da ampola de Vater.

Classificacio segundo painel

. . P Total Valor p
imuno-histoquimico
Variaveis p | b ol
ntestina ancreatobiliar o
9 (30%) 21 (70%) 30 (100,0%)

Calculos biliares

Ausente 6 (31,6) 13 (68,4) 19 (100,0) 0,999
Presente 3(27,3) 8(72,7) 11 (100,0)

CA19.9

<37 3 (30,0) 7(70,0) 10 (100,0) 0,999
>37 4 (36,4) 7 (63,6) 11 (100,0)

CEA

<5 5(33,3) 10 (66,7) 15 (100,0) 0,999
>5 0 (0,0) 2 (100,0) 2 (100,0)

Operacio

GDP 5(20,0) 20 (80,0) 25 (100,0) 0,019*
DPPP 3 (80,0) 1 (20,0) 4 (100,0)

Ampulectomia 1 (100,0) 0(0,0) 1 (100,0)

Classificacdo T

1 4 (66,6) 2 (33,3) 6 (100,0)

2 4 (28,60) 10 (71,4) 14 (100,0) 0,191
3 1(14,3) 6 (85,7) 7 (100,0)

4 0 (0,0) 3 (100,0) 3 (100,0)

Classificaciao N

Negativo 9 (42,9) 12 (57,1) 21 (100,0) 0,029*
Positivo 0 (0,0) 9 (100,0) 9 (100,0)

Estadiamento

I 8(53,3) 7 (46,7) 15 (100,0) 0,022*
I 1(8,3) 11 (91,7) 12 (100,0)

I 0 (0,0) 3 (100,0) 3 (100,0)
Invasao
angiolinfatica 0,002*
Ausente 8 (61,54) 5 (38,46) 13 (100,00)

Presente 1(5,88) 16 (94,12) 17 (100)

Invasao perineural

Ausente 8 (44,44) 10 (55,5) 18 (100,00) 0,049*
Presente 1(8,33) 11 (91,6) 12 (100,00)
Obito pés-
operatorio 0,563
Nao 7 (26,9) 19 (73,1) 26 (100,0)

Sim 2 (50,0) 2 (50,0) 4 (100,0)

Obito seguimento

Nao 7(41,1) 10 (58,8) 17 (100,0) 0,357
Sim 0 (0,0) 9 (100,0) 9 (100,0)

Notas: Para todas as varidveis foi utilizado teste exato de Fisher; * p<0,05.
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4.3.2 Andlise multivariada

A Ttnica variavel independente que permaneceu no modelo multivariado
associada significativamente ao tipo histologico, no caso o tipo pancreatobiliar, foi a
invasdo angiolinfatica (p=0,005), com OR=17 (IC 95%, 2,33 a 123,83). Portanto, a
chance de um tumor ser do tipo pancreatobiliar entre aqueles com invasdo angiolinfatica

foi 17 vezes a chance de ser pancreatobiliar entre aqueles sem invasao angiolinfatica.

4.4 ASSOCIACAO ENTRE OS TIPOS HISTOLOGICOS E A EXPRESSAO

DOS MARCADORES IMUNO-HISTOQUIMICOS

4.4.1 Andlise univariada

A associacdo dos tipos histologicos dos adenocarcinomas da ampola de

Vater e os imunomarcadores utilizados esta disposta na Tabela 8.

Houve associagdo significativa (p<0,05) entre os tipos histoldgicos dos
tumores e os imunomarcadores utilizados, exceto no caso da EpCAM. O tipo
pancreatobiliar associou-se com MUC1, MUCSAC e CK7. J4 o tipo intestinal associou-

se com MUC2, CDX2 e CK20.

MUCI foi positiva em 44,4% dos tumores do tipo intestinal e em todos os
casos dos tumores do tipo pancreatobiliar. MUC 2 foi positiva em todos os tumores do

tipo intestinal e em apenas 19,0% dos casos dos tumores do tipo pancreatobiliar.

MUCSAC foi positiva em 11,1% dos casos dos tumores do tipo intestinal e
em 66,6% dos casos dos tumores do tipo pancreatobiliar. 93,3% dos tumores que

expressavam MUCSAC eram do tipo pancreatobiliar.

CDX2 teve grande relacdo com os tumores do tipo intestinal. Esse fator foi
positivo em todos os casos do tipo intestinal e, apenas, em um caso do tipo

pancreatobiliar. 90% dos tumores que expressavam CDX2 eram do tipo intestinal.

As citoqueratinas, assim como as mucinas, também se dividiram entre os
tipos de tumores, sendo a CK7 fortemente relacionada com o tipo histoldgico

pancreatobiliar e a CK20 com o tipo intestinal. CK7 nao foi expressa em nenhum tumor
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do tipo intestinal, j& os tumores do tipo pancreatobiliar a expressaram em 95,2% dos
casos. Ja a CK20, inversamente, expressou-se em todos os casos de tumor do tipo
intestinal, sendo ainda negativa em grande parte dos casos dos tumores do tipo
pancreatobiliar (85,7%). Assim, todos os tumores que expressaram CK7 eram do tipo

pancreatobiliar e 75% dos tumores que expressaram CK20 eram do tipo intestinal.

A molécula de adesdo EpCAM foi expressa em todos os casos do tipo
intestinal e em 19 (90,4%) dos 21 casos dos tumores do tipo pancreatobiliar, ndo sendo,

desta forma, associada a nenhum tipo de tumor especificamente.

Tabela 8: Associacdo entre os tipos histologicos e os imunomarcadores dos 30
adenocarcinomas da ampola de Vater.

Classificagdao segundo painel Total Valor p
Variaveis . .
Intestinal Pancreatobiliar o
9 (30%) 21 (70%) 30 (100,0%)

MUC1
Negativo 5(100,0) 0(0,0) 5(100,0) <0,001***
Positivo 4 (16,0) 21 (84,0) 25 (100,0)
MUC2
Negativo 0(0,0) 17 (100,0) 17 (100,0) 0,001**
Positivo 9 (69,2) 4 (30,7) 13 (100,0)
MUC5AC
Negativo 8 (53,3) 7 (46,7) 15 (100,0) 0,014~
Positivo 1(6,7) 14 (93,3) 15 (100,0)
CDX2
Negativo 0(0,0) 20 (100,0) 20 (100,0) <0,001***
Positivo 9(90,0) 1(10,0) 10 (100,0)
CK7
Negativo 9(90,0) 1(10,0) 10 (100,0) <0,001***
Positivo 0(0,0) 20 (100,0) 20 (100,0)
CK20
Negativo 0(0,0) 18 (100,0) 18 (100,0) <0,001***
Positivo 9 (75,0) 3(25,0) 12 (100,0)
EpCAM
Negativo 0(0,0) 2 (100,0) 2 (100,0) 0,999
Positivo 9(32,1) 19 (67,9) 28 (100,0)

Notas: Para todas as variaveis foi utilizado teste exato de Fisher; * p<0,05; **p<0,01; p<***0,0001.
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4.4.2 Analise pelo método de agrupamentos semelhantes (two step cluster)

dos marcadores imuno-histoquimicos

O método de agrupamentos semelhantes (two-step cluster) classificou os 30
adenocarcinomas da ampola de Vater em dois grupos, baseado nos dados coletados do
perfil imuno-histoquimico dos tumores estudados. Em um grupo (cluster 1) foram

alocados 21 casos e em outro grupo (cluster 2) nove casos.

As Figuras 9 e 10 mostram a frequéncia de cada marcador imuno-
histoquimico, em porcentagem e em valor absoluto, respectivamente, nestes dois

grupos.
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Figura 9: Frequéncia, em porcentagem, da expressdo dos marcadores imuno-

histoquimicos nos dois grupos (clusters) de pacientes.
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Figura 10: Distribuicdo da frequéncia, em nimero de casos, da expressdo dos
marcadores imuno-histoquimicos nos dois grupos (clusters) de pacientes.
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Este método estatistico ¢ capaz de aferir quais dados especificos — no caso,

quais imunomarcadores — foram mais relevantes para a determinacao dos grupos.

A Figura 11 mostra a relevancia de cada marcador imuno-histoquimico

como preditor, calculada pelo método.

Os imunomarcadores CK7 e CDX2 foram os que melhor discriminaram os
tumores entre os grupos. Todos os tumores que expressaram CK7 foram alocados no
grupo (cluster) 1 e nenhum destes casos foi alocado no grupo (cluster) 2. A quase

totalidade dos tumores que expressaram CDX2 foram alocados no grupo (cluster) 2.

Os graus de importancia dos marcadores CK7 e CDX2, como preditores,
calculados pelo método estatistico, foram iguais a 1,0, os maiores valores encontrados.
A citoqueratina CK20 e as mucinas, MUC1 e MUC2, vieram na sequéncia, com graus
de importancia calculados iguais a 0,77, 0,71 e 0,68, respectivamente. EpCAM e

MUCS5AC nio atingiram 0,5 de importancia como preditores.
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Figura 11: Importincia de cada marcador imuno-histoquimico como preditor na
conformagao dos grupos (clusters).

Ao analisarmos os dados dos grupos 1 e 2 formados automaticamente pelo
método estatistico dos agrupamentos baseados na semelhanca da expressao dos diversos
imunomarcadores € compararmos estes grupos com a classificacao realizada pelo painel
imuno-histoquimico, concluimos que este método foi capaz de classificar os tumores da
ampola de Vater ao alocar no grupo (cluster) 1 os 21 tumores do tipo pancreatobiliar e
no grupo (cluster) 2 os nove tumores do tipo intestinal da amostra, como veremos

adiante.

4.5 ANALISE DA CONCORDANCIA ENTRE 0OS METODOS UTILIZADOS
NA CLASSIFICACAO DOS TUMORES: IMUNO-HISTOQUIMICA E AGRUPAMENTOS

SEMELHANTES (CLUSTER)

Quando se comparou os resultados da classificagdo realizada pelo
patologista (baseada no painel imuno-histoquimico) com o estatistico (two step cluster),

a concordancia foi alcancada em todos os casos, sendo a estatistica Kappa (k) igual a
1,0.
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A Tabela 9 mostra os agrupamentos (clusters) 1 e 2 formados, levando-se
em consideracdo, exclusivamente, a similaridade dos marcadores imuno-histoquimicos
expressados, coincidentes com a classificagdo histologica em tipo pancreatobiliar e

intestinal.

Tabela 9: Classificacdo do tipo histologico dos adenocarcinomas da ampola de Vater
pela imuno-histoquimica e pelo método estatistico (agrupamentos semelhantes).

Classificacao
Frequéncia
Imunomarcadores expressados o

(%) Grupo Imuno-
(cluster) histoquimica

MUC2;CDX2,CK20,EpCAM 6(23,3) 2 Intestinal
MUC1;CK7;EpCAM 5(16,7) 1 Pancreatobiliar
MUCI1;CK7;CK20;EpCAM 1(3,3) 1 Pancreatobiliar
MUCI1;,CDX2 1(3,3) 1 Pancreatobiliar
MUCI1;MUCS5AC;CK7 1(3,3) 1 Pancreatobiliar
MUCI;MUCSAC;CK7;EpCAM 7(21,3) 1 Pancreatobiliar
MUCI;MUC5AC;CK7,CK20;EpCAM 2(6,7) 1 Pancreatobiliar

MUC1;MUC2;CDX2;CK20;EpCAM 2(6,7) 2 Intestinal
MUCI;MUC2;MUCS5AC;CK7;EpCAM 4(10,0) 1 Pancreatobiliar

MUCI;MUC2;MUC5AC;CDX2;CK20;EpCAM 1(3,3) 2 Intestinal

Total 30(100,0)

Notas: Grupo 1 — tipo pancreatobiliar, grupo 2 — tipo intestinal.

4.6 ANALISE DA DENSIDADE DE INCIDENCIA DOS OBITOS E DA

SOBREVIDA

Ocorreram quatro (13,3%) 6bitos nos 30 primeiros dias das operagdes de
resseccao dos TAV. Estes casos foram excluidos dos céalculos de sobrevida, tendo em

vista que a causa destes Obitos se relacionou diretamente a operagao realizada e nao a
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doenga propriamente dita. Outros nove (34,6%) pacientes morreram durante o

seguimento, antes de completarem cinco anos de sobrevida.

A densidade de incidéncia de obito, a sobrevida média e mediana, € o
percentual de sobreviventes aos 12, 24, 36 e 60 meses, de acordo com as varidveis que
se revelaram fatores de impacto significativos (p<0,05) ou com tendéncia a significancia

(p<0,10) na sobrevida dos pacientes sao mostradas na Tabela 10.

A densidade de incidéncia geral de dbitos no nosso seguimento de cinco
anos foi de 9,5 obitos por 1000 pacientes-meses. As maiores densidades ocorreram entre
os pacientes com tumores T4 e entre aqueles com doenga em estadio III. Dentre eles, a

densidade de incidéncia de 6bitos atingiu 111 6bitos por 1000 pacientes-meses.

A sobrevida média global dos pacientes foi de 32,3 meses, com mediana de
sobrevida de 27,5 meses (IIQ = 18; 48). Os percentuais de sobreviventes em 12, 24, 36
e 60 meses de acompanhamento foram 87,8%, 75,2%, 69,9% e 65,38%

respectivamente.

Na andlise estatistica univariada, os fatores prognosticos associados a
sobrevida geral dos pacientes com significancia estatistica (p<0,05) foram a faixa etaria,
o grau de invasdo tumoral (T), o acometimento linfonodal (N), o estadiamento (TNM),

a invasdo angiolinfatica e a invasdo perineural.

Os pacientes com idade inferior a 40 anos tiveram sobrevida global inferior

aos demais pacientes de outras faixas etarias.

Com relacao ao grau de invasao tumoral (T), observou-se que quanto maior
o estadiamento T, menor foi a sobrevida. Para pacientes com tumores T1 a sobrevida
foi em média de 50,4 meses, com mediana de 48 meses. Ja a sobrevida média dos
pacientes com tumores T2 e T3 foi de 32,7 (mediana de 25) meses € 29,9 (mediana de
24) meses, respectivamente. Os trés casos com classificacio T4 tiveram a menor

sobrevida, de apenas seis meses.

Os pacientes com metastases linfonodais (N1) apresentaram uma sobrevida
média de apenas 20,9 meses, com mediana de 20 meses; enquanto os pacientes sem este
acometimento (NO) apresentaram uma sobrevida média maior, de 38,3 meses, com

mediana de 38 meses.

Os pacientes com tumores em estadio I sobreviveram 41,5 meses em média.

Ja aqueles com tumores no estadio III sobreviveram apenas 6 meses.
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A presenga de invasdes angiolinfatica e perineural reduziram a sobrevida
média dos pacientes de 44,4 meses para 24,7 meses e de 41,3 meses para 21,8 meses,

respectivamente.

O tipo histologico dos tumores e os imunomarcadores CK7 e CDX2 foram

fatores progndsticos com tendéncia a significancia estatistica (p<0,10).

O tipo pancreatobiliar, muito associado a estadiamentos mais avangados, a
invasdes angiolinfaticas, perineurais e linfonodais, impactou negativamente na
sobrevida. A sobrevida média dos pacientes com tumores deste tipo histolégico foi de
apenas 29,9 meses, com mediana de 24 meses. Ja o tempo médio de sobrevivéncia dos

pacientes com tumores do tipo intestinal foi de 38,6 meses, com mediana de 48 meses.

A citoqueratina CK7 revelou-se um fator de mau prognostico. Os pacientes
com tumores CK7+ tiveram uma sobrevida média de 30,3 meses, com mediana de 24
meses, enquanto aqueles com tumores CK7- tiveram uma sobrevida média de 36,8

meses, com mediana de 39 meses.

O fator de transcrigdo CDX2, por sua vez, revelou-se um fator de bom
progndstico. Os pacientes com tumores CDX2+ apresentaram uma sobrevida média de
36,8 meses, com mediana de 39 meses, enquanto aqueles com tumores CDX2-

apresentaram sobrevida média de 30,3 meses, com mediana de 24 meses.

As Figuras de 12 a 21 mostram as curvas de sobrevida, pelo método de
Kaplan-Meyer, global e de acordo com as varidveis que estiveram associadas a

sobrevida dos pacientes.

Na andlise estatistica multivariada, em que se levou em consideragdo as
variaveis de estudo agrupadas, apenas o acometimento neoplasico linfonodal (N1) teve
impacto significativo na sobrevida dos pacientes. A razao de risco (hazard ratio) obtida

foi de HR = 9,03 (p=0,009).
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Tabela 10: Densidade de incidéncia de obito, sobrevida média e mediana, e percentual de
sobreviventes aos 12, 24, 36 e 60 meses, de acordo com as variaveis de impacto na sobrevida
dos pacientes com adenocarcinoma da ampola de Vater.

Densidade  Sobrevivéncia (tempo em Percentual de Sobreviventes
de meses)
incidéncia
do
obito/Taxa
Variaveis de Média Mediana 12 24 36 60
mortalidade (DP) (11Q) Meses Meses Meses Meses
(por mil
pacientes-
meses)

Total 9,5 32,3(19,9) 27,5(18;48) 87,8 75,2 69,9 65,3
Idade
Até 49 anos 35,4 22,6 (22,4) 16 (6;25) 60,0 40,0 20,0 20,0
50 a 59 anos 0,0 43 (13,6) 47 (36; 48) 100,0 100,0 100,0 100,0
60 a 69 anos 21,4 23,4 (14,7) 20 (12; 34) 86,7 57,8 57,8 0,0
70 anos ou mais 0,0 40,5 (22,2) 48 (24;60) 100,0 100,0 100,0 100,0
Estadiamento T
1 0,0 50,4 (10,0) 48 (48; 60) 100,0 100,0 100,0 100,0
2 8,3 32,7(18,8) 25(21;48) 100,0 90,0 75,0 53,6
3 14,4 29,9 (19,2) 24 (16;47) 85,7 57,1 57,1 57,1
4 111,1 6 (0,0) 6 (6: 6) 20,0 20,0 20,0 20,0
Estadiamento N
Negativo 3,1 38,3(19,0) 38 (24; 60) 100,0 100,0 87,5 87,5
Positivo 31,9 20,9 (17,1) 20 (6;25) 64,7 51,8 34,5 0,0
Estadiamento
TNM
I 0,0 41,5 (19,1) 48 (27;60) 100,0 100,0 100,0 100,0
I 18,6 29,4 (16,5) 24 (18;47) 90,9 63,6 50,9 25,5
I 111,1 6 (0,0) 6 (6; 6) 20,0 20,0 20,0 20,0
Invasao
angiolinfatica
Negativo 0,0 44,4 (19,6) 48 (36; 60) 100,0 100,0 100,0 100,0
Positivo 20,3 24,7 (16,4) 22 (11;34) 80,7 60,5 50,4 25,2
Invasao perineural
Negativo 1,7 41,3 (17,9) 48 (25;60) 100,0 100,0 90,9 90,9
Positivo 26,8 21,8 (17,2) 19 (6;27) 73,9 64,7 46,2 23,1
Expressio de CK7
Negativa 0,0 36,8 (20,9) 39 (24; 54) 100,0 100,0 100,0 100,0
Positiva 14,7 30,3 (19,7) 24 (16;48) 82,9 65,1 57,9 45,1
Expressio de
CDX2
Negativa 14,7 30,3 (19,7) 24 (16;48) 82,9 65,1 57,9 45,1
Positiva 0,0 36,8 (20,9) 39 (24;54) 100,0 100,0 100,0 100,0
Classificacao
Intestinal 0,0 38,6 (21,9) 48 (24; 60) 100,0 100,0 100,0 100,0

Pancreatobiliar 14,1 29,9 (19,2) 24 (16;48) 78,9 63,1 57,9 52,6
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Figura 12: Curva de Kaplan-Meier da sobrevida global dos 26 pacientes com
adenocarcinoma da ampola de Vater.
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Figura 13: Curva de Kaplan-Meier da sobrevida dos 26 pacientes com
adenocarcinoma da ampola de Vater segundo a idade. Teste de igualdade de
curvas: Logrank (p=0,012), Wilcoxon (p=0,007), Tarone Ware (p=0,007).
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Sobrevida Kaplan Meier
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Figura 14: Curva de Kaplan-Meier da sobrevida dos 26 pacientes com
adenocarcinoma da ampola de Vater segundo a classificacdo histologica. Teste de
igualdade de curvas: Logrank (p=0,180), Wilcoxon (p=0,096), Tarone Ware
(p=0,112).
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Figura 15: Curva de Kaplan-Meier da sobrevida dos 26 pacientes com
adenocarcinoma da ampola de Vater segundo o grau de invasdo tumoral (T) da
classificagdo TNM do estadiamento AJCC. Teste de igualdade de curvas: Logrank
(p=0,013), Wilcoxon (p=0,007), Tarone Ware (p=0,009).
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Figura 16: Curva de Kaplan-Meier da sobrevida dos 26 pacientes com
adenocarcinoma da ampola de Vater segundo o acometimento linfonodal (N) da
classificagdo TNM do estadiamento AJCC. Teste de igualdade de curvas: Logrank
(p=0,002), Wilcoxon (p=0,006), Tarone Ware (p=0,003).
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Figura 17: Curva de Kaplan-Meier da sobrevida dos 26 pacientes com
adenocarcinoma da ampola de Vater segundo o estadiamento TNM AJCC. Teste de
igualdade de curvas: Logrank (p=0,0005), Wilcoxon (p=0,0008), Tarone Ware

(p=0,0006).
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Figura 18: Curva de Kaplan-Meier da sobrevida dos 26 pacientes com
adenocarcinoma da ampola de Vater segundo a invasdo angiolinfatica. Teste de
igualdade de curvas: Logrank (p=0,0104), Wilcoxon (p=0,0136), Tarone Ware
(p=0,0104).
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Figura 19: Curva de Kaplan-Meier da sobrevida dos pacientes com adenocarcinoma
da ampola de Vater segundo a invasdo perineural. Teste de igualdade de curvas:
Logrank (p=0,0046), Wilcoxon (p=0,0032), Tarone Ware (p=0,0031).
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Figura 20: Curva de Kaplan-Meier da sobrevida dos 26 pacientes com
adenocarcinoma da ampola de Vater segundo a expressao da citoqueratina CK7. Teste
de igualdade de curvas: Logrank (p=0,134), Wilcoxon (p=0,068), Tarone Ware
(p=0,080).
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Figura 21: Curva de Kaplan-Meier da sobrevida dos 26 pacientes com adenocarcinoma
da ampola de Vater segundo a expressao do fator de transcricdo CDX2. Teste de
igualdade de curvas: Logrank (p=0,134), Wilcoxon (p=0,068), Tarone Ware (p=0,080).
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5. DISCUSSAO

5.1 DADOS DEMOGRAFICOS E CLINICOS

Os dados etarios revelaram uma homogeneidade da amostra. A mediana de
idade de 62 anos, encontrada em nosso estudo, ¢ condizente com aquelas encontradas
em outros estudos da literatura, ' *’ assim como a mediana de idade maior dos pacientes
acometidos pelos tumores do tipo intestinal (72 anos) em comparagao aquela do tipo
pancreatobiliar (62 anos). Também, assim como na literatura, observamos um aumento

da incidéncia dos tumores da ampola com o avanco da idade.

1516; 22, 23; 333749 " incluindo entre elas o

Ao contrario de outras casuisticas
maior trabalho populacional ja realizado de Albores-Saavedra et al. em 2009, nos
Estados Unidos, as mulheres representaram a maior parcela de acometidos em nosso

estudo, representando 66,7% da amostra.

Nao houve diferenca na prevaléncia entre negros € caucasianos nos maiores
trabalhos populacionais sobre o assunto.’ ¥ Devido a alta taxa de miscigenagio na

populagdo brasileira, este parametro nao foi avaliado em nossa amostra.

O tabagismo e o etilismo ndo estiveram presentes na maior parte dos nossos
pacientes. Como esses fatores estdo, sabidamente, relacionados ao desenvolvimento de
neoplasias malignas e, na presente amostra, eles estiveram presentes em poucos
pacientes, nossa casuistica mostra ser adequada para o estudo de outros fatores de riscos

nao relacionados ao tabagismo e etilismo.

Pelo fato da parcela de idosos ter representado 63,3% dos pacientes, € a
média e a mediana das idades ficarem acima dos 60 anos, era de se esperar que grande
parte dos nossos doentes apresentassem comorbidades ja diagnosticadas no periodo pré-

operatorio. Esta expectativa confirmou-se em 19 dos 30 pacientes.

A dosagem sérica de CEA e CA 19.9 foram variaveis que tiveram perdas,
por auséncia de registros nos prontudrios médicos, principalmente, nos anos iniciais da
coleta de dados, quando ainda ndo havia protocolos especificos para a dosagem de

marcadores tumorais. Dessa forma, a andlise destas varidveis foi prejudicada.
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O alto percentual de historia familiar positiva para neoplasia maligna, nos
chamou a aten¢do, assim como, a histdria de outras neoplasias associadas, que estiveram
presentes em quatro pacientes. Apesar destes achados nao terem tido associagdo com os
tipos histologicos, nos permitiram inferir sobre o componente hereditario ligado a estas
neoplasias. Entretanto, estudos pormenorizados necessitam ser realizados para melhor
caracterizacao dessa hipotese. Na revisdo da literatura, ndo encontramos mengao a este

aspecto em nenhuma publicacao.

Amostras pequenas, comuns quando se estuda um agravo raro como o tumor
da ampola de Vater, podem gerar grupos heterogéneos. Para evitar ou reduzir os fatores
de confusdo na amostra, contou-se com um grupo homogéneo de pacientes. A analise
descritiva das varidveis contou com medidas de tendéncia central, dispersao e amplitude
para as variaveis continuas, e distribuicao de frequéncias absolutas e relativas para as
categéricas. NoOs utilizamos o método estatistico de analise de agrupamentos
semelhantes (cluster) para definir os tipos histologicos baseados nos grupos obtidos a
partir dos dados da imuno-histoquimica. Este método foi capaz de definir os dois tipos
histoldgicos de acordo com o poder de discernimento de cada marcador. Vale ressaltar
que, através deste método, pode-se atribuir quantos agrupamentos forem adequados,
baseando-se exclusivamente na semelhanga dos dados coletados para a andlise. Assim,
podiamos encontrar outro nimero de grupos, diferente de dois, se assim entendesse o
método ou assim sugerisse nossos dados. A ferramenta estatistica serviu para validar o
resultado da classificagdo feita pelo patologista, baseada na avaliacao pela HE associada
a analise do painel imuno-histoquimico, uma vez que a concordancia foi de 100% entre

os métodos.

5.2 TRATAMENTO CIRURGICO

A resseccdo deve ser sempre com margens livres de tumor (RO),
compreendendo a duodenopancreatectomia cefalica, com ou sem preservacao pilorica,

associada a linfadenectomia regional 3% 313 32

Ao contrario do que se encontra na publicacdo de Winter ef al., na qual
enfatizam que a preservag¢ao pilorica ndo deve ser realizada somente quando se implica
em comprometimento da margem de resseccao tumoral,?? a

gastroduodenopancreatectomia cefalica, sem a preservacao pilorica, foi o procedimento
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mais realizado em nosso servico, independentemente da andlise da margem de
resseccdo. A linfadenectomia regional, como prega a literatura, foi sempre realizada. A
reconstrugao do transito pancreatobiliar e gastrojejunal realizada em nosso servigo ¢ em
alca Unica, com anastomose pancreatojejunal ducto-mucosa. Os quatro casos de
preservagao pildrica da nossa casuistica foram realizados nos dois ultimos anos deste
estudo e €, hoje em dia, utilizado com maior frequéncia, como enfatizado por Winter et

al.

A ampulectomia endoscopica ¢ defendida por alguns autores nos casos de
adenomas, sendo inadequada para os adenocarcinomas, mesmo nos tumores com
estadiamentos T1 e T2, tendo em vista a alta prevaléncia de acometimento linfonodal
nos casos de tumores da ampola de Vater, em especial nos tumores do tipo mais comum,

o pancreatobiliar.'” 2% 2! Nossos achados ratificam este tiltimo aspecto.

O Unico caso de ampulectomia da nossa casuistica, realizado por via
laparotdmica, foi indicado por tratar-se de um adenoma previamente diagnosticado por
biopsia endoscOpica. Apesar do exame de congelacdo ter sido negativo, o exame
histopatologico final em parafina mostrou tratar-se de um adenocarcinoma invasor. Essa
paciente, entretanto, recusou o tratamento cirurgico complementar pela
gastroduodenopancreatectomia. Mesmo assim, de forma surpreendente, a paciente ndo
apresentou recidiva tumoral nos cinco anos de acompanhamento. O tumor era do tipo

intestinal.

5.3 QUIMIOTERAPIA ADJUVANTE

No presente estudo, optou-se pela ndo avaliagdo da quimioterapia adjuvante
devido a inexisténcia de protocolos bem sedimentados. A maioria de nossos pacientes
recebeu quimioterapia somente apds recidiva da neoplasia, o que impossibilitou a
avaliacdo desta varidvel. Sabe-se que o papel deste tratamento ainda ndo ¢ bem definido
na literatura, nem quanto ao grupo de pacientes que se beneficiaria dele, nem mesmo

quanto ao esquema de fArmacos que deveria ser utilizado.?% 3% 3% 35: 56

Krishnan ef al., em 2008,> observaram beneficio da quimioterapia apenas
entre os pacientes com tumores de papila em estadios T3 e T4 e ndo para aqueles com

acometimento linfonodal (N1), como seria esperado em analogia ao tratamento de
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outras neoplasias do aparelho digestivo. Neoptolemos et al., em 2012,>* em estudo
randomizado, controlado e multicéntrico do Grupo de Estudo Europeu de Cancer
Pancreatico (ESPAC-3 periampullary trial) também defendem a quimioterapia
adjuvante, porém indicando-a a todos os pacientes com TAV, independentemente do
tipo histologico. Ja Zhou et al., 2009,>> em um estudo com 111 pacientes e Klinkenbijl
et al., 1999, em outro estudo, este randomizado, controlado e multicéntrico, com 92
pacientes, ambos nao observaram qualquer beneficio da quimioterapia adjuvante na

sobrevida dos pacientes com TAV.

5.4 T1PO HISTOLOGICO

O tipo pancreatobiliar foi responsavel pela maior parcela dos nossos casos,

em conformidade com a maioria das publicagdes.? !4 25 2% 30: 323 35 38, 42: 57 porém,

diferentemente, Albores-Saavedra, Westgaard, Carter, Ruemmele, Lee e outros & % 2%

3133758 encontraram uma maior parcela de tumores do tipo intestinal em suas amostras

como podemos observar na Figura 22.
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Figura 22: Taxas de incidéncia dos tipos histologicos intestinal e pancreatobiliar reportadas
na literatura.
Fonte: Extraida e adaptada de Perysinakis et al., 2014.
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O tipo intestinal associou-se em nosso estudo com os TAV de estadiamentos
e prognosticos melhores. Este tipo histolégico acometeu mais os pacientes com idade
avangada e apresentou-se, caracteristicamente, em graus de invasao tumoral mais
precoces, sem acometimento linfonodal e sem invasdao angiolinfatica e perineural. As
medidas de sobrevida dos pacientes com tumores do tipo intestinal foram muito mais
favoraveis do que as medidas de sobrevida dos pacientes com tumores do tipo
pancreatobiliar. Este, por sua vez, acometeu pacientes mais jovens e apresentou-se,
caracteristicamente, em graus de invasao tumoral mais avancados, com presenga de
acometimento linfonodal e de invasdo angiolinfatica e perineural, os quais lhe
conferiram estadiamentos e prognosticos menos favoraveis. Este comportamento
biologico distinto entre os tipos histologicos dos TAV e mais agressivo no tipo
pancreatobiliar, encontrado em nosso estudo, ¢ consagrado de forma unanime pela

literatura 8; 18;22; 25, 30; 31; 33; 37,57, 58

5.5 AcUrRACIA DOS MARCADORES IMUNO-HISTOQUIMICOS

Apesar de se observar uma certa variabilidade na acurdcia dos
imunomarcadores nas diversas publicacdes, ha evidéncias de que alguns deles se

destacam mais do que outros como bons discriminadores do tipo histoldgico dos TAV.

No presente estudo, os imunomarcadores que se revelaram mais
importantes foram a citoqueratina CK7 e o fator de transcricdo CDX2. Estes foram os
marcadores que apresentaram maior capacidade de separar os tumores da ampola de
Vater em tipo intestinal e tipo pancreatobiliar. CK7, MUC1 e MUCSAC, em ordem
decrescente de importancia, relacionaram-se ao tipo pancreatobiliar; enquanto CDX2,
CK20 e MUC2, em ordem decrescente de importancia, relacionaram-se ao tipo
intestinal. EpCAM nao revelou ser capaz de discriminar os tipos histologicos, uma vez

que foi expressa em quase a totalidade dos tumores de ambos os tipos.

De Paiva Haddad et al., em 2010, publicaram o Unico trabalho sobre o
assunto no Brasil. Estes autores estudaram os marcadores MUC1, MUC2, MUC5AC,
MUCe6, CDX2, CK7, CK17, CK20, e CD10 em 97 tumores da ampola de Vater. Em
concordancia com os nossos achados, MUC1 e CK7 foram altamente relacionadas ao
tipo pancreatobiliar e MUC2, CDX2 e CK20 ao tipo intestinal. Os marcadores CDX2,

MUCI1 e MUC?2 foram os que apresentaram maior acuracia, com destaque para o CDX2
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que se destacou dos demais imunomarcadores, com sensibilidade de 86% e
especificidade de 78,7% para os tumores do tipo intestinal. Nossos resultados,
diferentemente, ndo demonstraram a mesma importancia dada por estes autores as
mucinas, as quais revelaram ser menos importantes do que as citoqueratinas e o fator de
transcricdo nuclear na nossa avaliagdo. Também de forma divergente do que
encontramos, De Paiva Haddad ef al. observaram CK7 positiva em 79,1% dos tumores
tipo intestinal e em 93,6% dos pancreatobiliares, atribuindo-lhe uma especificidade de
apenas 20,9% e, consequentemente, pouca importancia para discriminar 0s tipos

histolégicos.?%

Kawabata et al., em 2010, em concordancia com os nossos achados, também
relacionaram os marcadores CK20 aos tumores do tipo intestinal e MUCI1 aos tumores
do tipo pancreatobiliar. Nesse trabalho, os tumores que possuiam a expressao de CK20
apresentaram melhor prognostico.®® Esta citoqueratina ndo foi fator progndstico

significativo em nosso estudo.

Sessa et al., em 2007, estudaram a expressao de MUC1, MUC2, MUCSAC,
MUC6 e CDX2 para classificarem 53 TAV. CDX2, mais uma vez, relacionou-se aos
tumores do tipo intestinal, enquanto MUCI e MUCSAC aos tumores do tipo
pancreatobiliar. Ainda em consonancia com nosso estudo, CDX2 foi também o

marcador com a maior acuracia para diferenciar o tipo intestinal.*

Nossos resultados foram corroborados pelo estudo de Chu et al., em 2005,
que utilizaram a imuno-histoquimica para estudar os TAV. Os melhores
imunomarcadores para estes autores foram o CDX2 e a CK7. O CDX2 apresentou uma
sensibilidade de 100% e uma especificidade de 83,3% para o tipo intestinal, enquanto o
CK7 teve sensibilidade de 83,3% e uma especificidade de 81,8% para o tipo

pancreatobiliar nesse estudo.®

EpCAM nao havia sido estudada por nenhum outro trabalho como possivel
marcador dos tipos histologicos do TAV ou como fator prognéstico. Nossos resultados

nao conseguiram demonstrar utilidade deste marcador para estes fins.

A diferenca no percentual de expressao de alguns imunomarcadores entre
os nossos resultados e outros encontrados na literatura talvez possa ser explicada pela
diferenca metodologica quanto a obtencdo dos cortes a serem estudados pela imuno-
histoquimica. A nossa pesquisa ¢ praticamente unica ao se utilizar o corte completo do

bloco de parafina para a realizagdo da imuno-histoquimica, ao invés de se empregar o
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tissue array, no qual retira-se apenas uma pequena area do tumor. A grande vantagem
do nosso método ¢ a de permitir que uma area extensa do tumor seja examinada, além
de ter-se o controle interno das reagdes, pela marcacao ou nao dos tecidos adjacentes. A
marcacao imuno-histoquimica dessas estruturas adjacentes ¢ amplamente reconhecida
na literatura, e torna os resultados mais fidedignos. J4 no método tissue array, ndo se
sabe ao certo se, num caso de um tumor de imunomarcagao heterogénea, foi adquirido
um pequeno corte a ser estudado onde podem estar ausentes alguns dos
imunomarcadores deste tumor, gerando um resultado falso-negativo, impactando a
sensibilidade da avaliacdo imuno-histoquimica. Além disso, perde-se a possibilidade do
controle interno, na propria ladmina, das reagcdes imunoenzimadticas, o que reduz o

controle de qualidade dos exames e, consequentemente a confiabilidade dos resultados.

Durante nossa analise percebemos que a marcacdo de alguns
imunomarcadores era heterogénea em diferentes areas do tumor. Este fato pode ser
explicado por publicacdes atuais que descrevem os aspectos mistos de tumores que tem
origem a partir de lesdes polipoides precursoras descritas por Ohike ef al., em 2010,
definidas como IAPN (Intra-ampullary Papillary-tubular Neoplasm)."> Todavia, nio
foi objetivo do presente trabalho explorar essas particularidades. Assim, como
recomendado pelos autores, consideramos positivos somente os casos em que a
marcagio foi expressiva em mais de 10% do tumor.% 3% 3638 Dessa forma, acreditamos
ter-se obtido o fenotipo predominante. Estudos futuros poderdao ser realizados para

melhor caracterizagdo dos tumores mistos que possam existir em nossa amostra.

5.6 INDICE DE CONCORDANCIA: HISTOLOGIA VERSUS IMUNO-

HISTOQUIMICA

A avalia¢do histologica convencional pela HE, na grande maioria das
publicacgdes, € utilizada como parametro para o calculo da especificidade e sensibilidade
dos testes realizados pela imuno-histoquimica. Nao foi objetivo do presente estudo

determinar a acuracia dos imunomarcadores em relagdo a classificagdo pelo HE.

Em nosso estudo, para determinar quais marcadores poderiam melhor
discriminar os tipos histologicos, optou-se pelo método de analise multivariada

denominado "analise de cluster " ou de agrupamentos semelhantes que mostrou um
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indice de concordancia de 100% com a analise imuno-histoquimica. Isto significa que
o método alocou os tumores em dois grupos de acordo com a expressdo de
imunomarcadores que lhes conferiram caracteristicas internas semelhantes. Destaca-se
que, para essa analise, o numero de grupos a serem obtidos ndo foi previamente
estipulado. Ao se avaliar o resultado da andlise de agrupamentos (cluster), foi possivel
identificar-se os dois grupos obtidos como pancreatobiliar (grupo ou cluster 1) e
intestinal (grupo ou cluster 2), tendo como base toda a literatura referente aos
imunofenotipos. A estatistica demonstrou o poder de discernimento de cada
imunomarcador para definir a alocagdo entre os dois grupos. Foi dessa forma que CK7
e CDX2 foram identificados como os imunomarcadores com maior poder de

discernimento entre os dois grupos.

Kumari et al., em 2013, estudaram o papel da imuno-histoquimica na
classificagdo dos tumores da ampola de Vater. Os imunomarcadores estudados foram
MUCI1, MUC2, CK7, CK20, CK17 e CDX2. A concordancia entre o exame histologico
convencional (HE) e o exame imuno-histoquimico foi alta (k = 0,94). A imuno-
histoquimica auxiliou na diferenciagdo de quatro casos de tumores mistos ou
classificados como de outros tipos (células em anel de sinete e adenoescamoso).
Segundo eles, a imuno-histoquimica s6 deveria ser usada em casos morfologicamente

dificeis e ndo rotineiramente, para todos os casos.*

No estudo brasileiro de De Paiva Haddad et al., o indice de concordancia
encontrada entre o exame histolégico convencional (HE) e o estudo imuno-histoquimico

também foi alto (k = 0,70).3%>°

Esta claro na literatura que a imuno-histoquimica ¢ capaz de auxiliar os
patologistas na diferenciacao dos tipos de adenocarcinomas ampulares em tipo intestinal
e pancreatobiliar, assim como ¢ capaz de diferenciar os diversos tumores periampulares
entre si.%23:30:35:37:40:57: 58 N o entanto, é importante salientar que, apesar deste poder de
diferenciagdo da imuno-histoquimica, o exame histologico convencional (HE)
interpretado por patologistas experientes tem se mostrado ser tdo eficaz quanto o exame
imuno-histoquimico na diferenciagdo dos tipos histologicos, tendo em vista a alta

concordancia entre os métodos apresentados em publicacdes prévias. > 3033

Acredita-se que a contribui¢ao do presente estudo, e de outros com o mesmo
enfoque, esteja em identificar entre os multiplos marcadores imuno-histoquimicos

disponiveis, aqueles que melhor cumprem o papel de discriminar os tumores, em busca
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de um painel efetivo e com o menor custo possivel. Dessa forma, o diagndstico correto
quanto ao tipo histologico poderia dispensar a realizagdo de um painel imuno-
histoquimico envolvendo varios marcadores, tornando o processo mais exequivel.
Nosso estudo cumpriu este papel ao mostrar que o fator de transcricdo CDX2 esteve
fortemente relacionado ao tipo histologico intestinal, e a citoqueratina CK7, ao tipo
histolégico pancreatobiliar, e que ambos possuem forte poder de discriminagdo dos tipos
histologicos dos TAV. Sugerimos, baseados em nosso estudo, que a imuno-
histoquimica seja utilizada de forma racional, para diferenciar casos de classificagao
dificil pela histologia convencional e utilizando-se apenas dos marcadores mais

eficazes, dentre eles a CK7 e 0 CDX2.

5.7 SOBREVIDA E FATORES PROGNOSTICOS

Na andlise univariada da sobrevida, a citoqueratina CK7 e o fator de
transcricdo CDX2 foram marcadores de pior e melhor progndstico, respectivamente
(p<0,10). Nenhum outro marcador imuno-histoquimico revelou-se como fator

progndstico.

Schiergens et al., em 2015,%° também associaram a CK7 (p=0,02) como
fator de mau prognostico (HR=1,86; IC95% 1,05-3.28). Neste estudo, a pior sobrevida
foi observada nos tumores pancreatobiliares CK7+ (HR=3,37). Morini et al., em 2013,°’
identificaram apenas a CK20 como fator progndstico independente (p=0,04). A CK7 foi
relacionada a mau prognostico apenas na andlise univariada, € quando associada a
auséncia de expressdo da CK20. J4 Hansel et al., em 2005,°! estudaram a expressio do
fator CDX2 em 53 tumores da ampola de Vater e a relacao deste com a sobrevida. Assim
como em nosso estudo, este marcador associou-se aos tumores do tipo intestinal e

revelou-se fator de bom prognostico.

Além do imunofendtipo, outros fatores que impactaram negativamente na
sobrevida dos nossos pacientes foram o grau de invasdo dos tumores (T), o
acometimento neoplasico linfonodal (N1) e a invasdo angiolinfatica e perineural
(p<0,05). Bronsert et al., Albores-Saavedra et al., Kim et al., Morini et al., Colussi et
al., Showalter et al., Roggin et al., De Paiva Haddad et al., Hatzaras et al., Winter et al.,

Berberat et. al., dentre outros, sdo autores que corroboram esses achados. ! & 163 195 22 24

26; 29; 30; 57
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Idade inferior a 50 anos também foi fator de mau prognostico em nossos
doentes. Todos os pacientes desta faixa etdria apresentavam tumores do tipo
pancreatobiliar. Em nossa casuistica, a paciente mais jovem tinha 30 anos € um tumor
do tipo pancreatobiliar T4ANIMO (estadio III). Sua sobrevida foi de apenas 6 meses.
Showalter et al., em 2011;?* e Colussi et al., em 2015,%° foram aqueles que observaram
a idade como fator de mau prognostico em andlises multivariadas. Porém, inversamente

ao que achamos, nestes estudos o risco aumentava nos pacientes mais idosos (>75 anos).

Na analise multivariada dos fatores prognosticos, nenhum imunomarcador
impactou significativamente a curva de sobrevida, como encontramos em outros
trabalhos da literatura® 3% 38, A classificaciio histolégica dos tumores também ndo teve
impacto significativo na sobrevida nesta analise (p=0,096). Pode ser que o pequeno
numero de pacientes alocados para cada classificagdo tenha sido insuficiente para a
obtencdo de resultados semelhantes ao de outras publicacdes que mostraram a pior

sobrevida nos tumores do tipo pancreatobiliar com significAncia estatistica.® 2% 31 57

O unico fator prognostico independente com significancia estatistica que
encontramos, em meio as diversas varidveis clinicopatoldgicas estudadas, foi o
acometimento neopléasico linfonodal (HR=9,03, p=0,009). Este resultado ¢ bem
ilustrado pela mediana de sobrevida encontrada entre os pacientes N1. A presenca de
linfonodos acometidos praticamente abreviou pela metade a sobrevida dos individuos.
Vale salientar ainda que todos os pacientes que tinham acometimento linfonodal tinham

tumores do tipo pancreatobiliar. Nenhum tumor do tipo intestinal invadiu linfonodos.

5.8 LIMITACOES E PERSPECTIVAS

Este estudo tratou de uma afeccdo rara e, por isso, foi limitado pelo nimero
pequeno de pacientes. Por outro lado, ampliou o seu mérito por ser experiéncia de uma

unica institui¢ao, o que diminuiu os vieses de diferentes condutas.

Outra limitacdo esta relacionada a coleta retrospectiva para uma época do
estudo, de 2003 a 2011, que fez com que perdéssemos alguns dados. Além de dados
relacionados as varidveis de interesse, trés blocos de parafina contendo amostras de
tumores deste periodo ndo foram mais encontrados, reduzindo ainda mais nossa

casuistica.
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Este estudo abriu perspectivas para novas pesquisas que possam melhor
entender a patogénese dos tumores da ampola de Vater. Além de que, baseado no estudo
imuno-histoquimico, questdes relacionadas a indicacdo de quimioterapia adjuvante
também poderdo ser respondidas, sobretudo, em relagdo aos casos de tumores do tipo

pancreatobiliar.

Acredita-se que um outro parametro que pode ainda ser melhor explorado,
em relacdo a utilizagdo da imuno-histoquimica, seja a indicacdo da resseccao
endoscopica. Pelos nossos resultados os tumores pancreatobiliares tiveram pior
estadiamento, maior acometimento linfonodal, mais invasdo angiolinfatica e perineural
e, portanto, mesmo em estagios iniciais, talvez, ndo devessem ser submetidos a
resseccao endoscopica. Por outro lado, aqueles do tipo intestinal talvez pudessem ter
maior abordagem por esta via. Esta ¢ uma davida que podera ser respondida em

pesquisas futuras.

A molécula de adesdo epitelial EpCAM também merece maiores estudos
nestes tumores. Por um lado, vimos que a sua expressao nao se presta a discriminar os
tipos histologicos, ja que se revelou presente em quase a totalidade dos casos em nosso
estudo, por outro lado, essa expressdo quase universal pode abrir espago para terapias
alvo-especificas eficazes no tratamento desta doenca, abrindo um novo panorama no

seu tratamento quimioterapico.
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6. CONCLUSAO

— Os adenocarcinomas da ampola de Vater foram classificados em dois
tipos, intestinal e pancreatobiliar, através da expressdo dos marcadores imuno-
histoquimicos MUC1, MUCS5AC e CK7, os quais relacionaram-se ao tipo
pancreatobiliar, e MUC2, CDX2 e CK20, os quais relacionaram-se ao tipo intestinal.
EpCAM expressou-se em ambos os tipos histologicos, ndo servindo, dessa maneira,
para discriminar os tumores.

— Os imunomarcadores que melhor discriminaram os dois tipos
histologicos dos tumores da ampola de Vater foram a citoqueratina CK7, para o tipo
pancreatobiliar, e o fator de transcricdo CDX2, para o tipo intestinal.

— As varidveis clinicopatoldgicas que estiveram associadas aos tipos
histolégicos dos tumores, na analise univariada, foram a idade, o acometimento
neoplasico linfonodal, a invasao angiolinfatica e perineural e o estadiamento da doenca.
Na analise multivariada, a Unica varidvel clinicopatoldgica identificada foi a invasdo
angiolinfatica, fortemente associada aos tumores do tipo pancreatobiliar.

— As varidveis  clinicopatologicas que  estiveram  associadas
significativamente (p<0,05) a menor sobrevida dos pacientes, na analise univariada,
foram a idade, o grau de invasdo tumoral, o acometimento neoplasico linfonodal, o
estadiamento da doenca e a invasdo angiolinfatica e perineural. Na analise multivariada,
o Unico fator prognostico independente que teve impacto negativo na sobrevida foi o

acometimento linfonodal.
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ANEX0 A — CLASSIFICACAO TNM (AJCC, 7°EDICA0, 2010)

Tumor primario (T)
Tx
TO
Tis
T1
T2
T3

T4

Linfonodos regionais (N)
Nx

NO

N1

Metastases a distancia (M)
Mx

MO

Ml

Tumor primario nao pode ser avaliado
Nao ha evidéncia de tumor primario
Carcinoma in situ

Tumor confinado a ampola de Vater
Tumor envolve a parede duodenal
Tumor invade o pancreas

Tumor invade tecidos peripancreaticos

ou outros Orgaos

Linfonodos nao podem ser avaliados
Sem linfonodos acometidos

Linfonodos regionais acometidos

Metéstases ndo podem ser avaliadas
Sem metastases a distancia

Presenca de metastases a distancia

Fonte: TNM (AJCCUICC), 7* edicao.
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Estadio T N M

0 Tis NO MO
IA T1 NO MO
IB T2 NO MO
A T3 NO MO
1B T1-3 N1 MO
111 T4 N qualquer MO
v T qualquer N qualquer MIl

Fonte: TNM (AJCCUICC), 7* edicao.
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